43 43 



PCT 



■ iMimui 

NATIOHAi Dl 
IMOUtTRIILLI 



89/486 142 (f 



BREVET D'INVENTION 



^86 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE ! 7. 1(a) OR (b) 



Le Directeur general de t'Institut national de la propriete 
industrielle cerf.^o que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a i'lnstitut. 



Fait a 



Paris, le 0 7 JUIL 1998 



Pour If; Directeur RCn(^ral de I'lnstitut 
nationftl'de la ofopnet^ industrielle 
Le Chef du D^partemeiit dns tirevets 



Marline PLANCHE 



I N STIT UT 
MAT10NAL DC 
LA PROfRIETE 
INDUSTKIELLE 



SIECE 

75800 PARIS Ced«i 08 
T«l«p»wn« ' 01 53 04 53 04 
T*kcw»<«;01 42 93 59 30 



ET*«USSSJ*tNT FUiLIC n»T10«»t C HE t I « 10* S 1 •««« 0« t 9 AK^tl US I 



lion 
)nes 
iues 
ique 

r qui 

■ dcs 
i'unc 
It sa 
.oins 
aux 

>crck 
lural 
■^p in 
vlay. 

so au 

cnt 

deux 
diaire 
rvient 
u sen 
ycine 




'>, V i'V ,'*''. . 



26 bii. rue da Sarnt P^tersbouri 
75800 Pins Cedes 08 

Telephone : |U 42,94.52.52 Tilecocio ; (I) 42.93.59.30 
■ Reserve i HNPI — 



BREVET blNVENTlON|1^nbM- D OT 

Cod« dt tt propnAM inttUtctutOt^t VI 

REQUETE en DtUVRANCE 

ContlrmaHon d'un d4pdt par tAMcopie J]] 



DATE D£ REMISE OES PIECES 
fi Q-ENREGISTREMENT NATIONAL 
OEPARTEMENT OE DEP(iT 
OATE OE OEPOT 



2iAIL1997 

97 10643- 



75 



2 6 AO!)T 1997 



2 DEMANDE Niture du tttre d« pfopri4t6 induitrietia 



trani)orm«tion d une dennnde 



dem«nilt Initlale 



cenihcat d'utilits 

&revel d'inveniion 
Ti^le I'lnventton (200 caracter« maiimum) 



1 NOM n AORESSE DU OEMANOEUR OU DU MANOATAIRE \ 

A QUI LA CORRESPONOANCE OOtT tTRE AORESS^E 

Uorui^uui And/ie BOURGOUIW 
BEAUFOUR IPSEH - S.C.A.F. 

42 ma du VocXzua Zlanckz 

7 SOU PARIS , J 

n-dupouvoir permanent rifirences du correjpoodant telephone 

LC 041 R5 CAS 252 01 44 30 43 43 



^tahiiisement du rapDOrt de recherche 



OtigonucliotLd<u pwrnUXarU V ldzrUX.ii(icuUon dt pA.eca/i^atxA4 d' komonz^ 
polypaptidiqunu amidi2J^ 



3 0EMANDEUR(S) ^ -^mu 3 0 5/9 71 S-S c^.*-'na. 7 4 / • J 
r4oin et prenotTis (souliKncr te nom patronymique) ou denomination 

SOCIETE VE COWSEILS VE RECHERCHES ET 0' APPLICATIOWS 
SClEmFJQilES (S.C.R.A.S.) 



Nationality (si F/LanCO^C 
Adrsue (s) comf^Me (s) 



Forme luritliQiic 



750/6 PARIS 



Pays 



FRAAiCE 



4 INVENT EUR (S) Les invwrteurs sont les demandeurs 



QUI X. non Si la reponse est nbn. (ournir une deiignation seoare* 



5 REOUaiON OU TAUX OES REDEVANCES 



; requiM pou, O I ere tois r«,w.« anleneurement depdl : ,o.ndre coo4dt ladec.i.on d adm,».on 



5 DECWRATION DE PRIORrTfi OU REQUtTE OU BtNEFtCE DE LA OATE OE D£p6T D'UNE OEMANOE AfOtRIEURE 

numiro date de d*p« 



pays d'oilglne 



nature de la demande 



7 Divisions antenewes « U owentt demaooe 



Division oemandee i 



LE ' 03 5^ir BENEFICIANT DE LA 

DATE DE DEPOT DU ^6 - O ~> ^ ^ 
INITIALEN" ^//Of^-^-^ 

(Bfticle L612-4 r.nds de la oropriM inteilectuBlle) • 



3 Signature ou demandeur ou ou mandataire 

(nom et qualite du signataire - d'tnscriDtion) 

A. BOURGOUIW, mandaJuuAZ 



SIGNATURE OU PREPOSE A ^ RECEPTION SIGNATURE APRES ENREGlSTREMENT DE LA OEMANOE A L INPl 




is un 
1 tr^s 



uves 
: les 
ides, 
alors 
des 



rider 

1 est 
tiient 
lence 



dure 
jison 
iiquc 
-.. Un 
, une 

-hode 
lesis" 



hctic 
•-.53. 



uence 



te OY 



isente 
iodde 




La pr6sente invenUon a pour objei de nouveaux oligonucleotides et leur application 
comme sondes pour ridenUfication des ARNm codant pour les pr6curseurs d'hormones 
polypeptidiques amiddeset, ainsi. ridenuHcation de nouvelles hormones polypeptidiques 
amid^es. L'invention concemc done des oligonucldo tides dont la sequence nucMoiidique 
3 est dterite ci-apt^s et une m^thode d' identification des pr^curseurs d'hormones. 

Les hormones polypepudiques amid^es sent synth^iis^es sous forme d'un prdcurseur qui 
subii unc maturation. Ccite maturation consistc cn une reaction d*amidation. 

La reaction d'amidaiion de Textrdmiid C-terminale est une niaction caractdristique des 
hormones polypeptidiques amiddes. Cette rdaciion, qui intcrvient sur Ic pnlcurseur d'une 
,0 ou plusicurs hormones, pcrmct la maturation de Thormone ct assure dgalcment sa 
bioslabilitd dans Ic milieu physiologique : Ic groupemcnt amide formd est moins 
vulnerable que la fonction acide librc. L'hormonc est alors plus rdsistantc aux 
carboxypeptidases, elle rcste active plus longtemps dans la cellule et garde une alTinitd 
oplimalc avec son site rdccpteur, 

,5 L'amidation a did largcmcnt ddcrile r Peptide amidation \ Alan F. Bradbury ei Derek 
G. Smyth, TIBS 16 : 112-115, March 1991 ct Functional and structural 
characteri/iition of peptidylamidoglycolatc lyase, the enzym cataly/Jng the second step in 
peptide amidation", A.G. Kaiopodis, D.S, Ping. CE. Smith and S.W. May. 
Biochemistry. 30(25) : 6189-6194, June 1991), son m^canisme est Ic suivant : 

,0 1- clivage de la chaine poiypeplidique prdcurseur de Thormone par une cndoprotdasc au 
niveau de deux acides aminds basiques qui sont Targininc el/ou la lysine. 

2 - cnsuite, sc produiscni deux clivagcs par la carboxypeptidase qui conduisent 
rintermddiairc glycine etendu, 

3 - renzymtii PAM (Peptidyl-glycine-a-Amidaling Monooxygenase) comprend deux 
^ activiids enzymatiques distinctes : dans un premier temps, elle convertit Tinterrnddiaire 

glycine dtendu en ddrivd a-hydroxyglycine, la sous unitd de I'enzyme PAM qui iniervient 
est la PHM (Peptidyl-glycine-a-Hydrolylating Monooxygenase). Le ddrivd obtenu sert 
de substrai i la deuxidme sous unite de la PAM (notde PAL : Peptydil-a-hydroxyglycine 
a-Amidating Lyase) qui fixe la fonction amine de la glycine sur Vacide amind 
30 immddiatement adjacent du cote N-tenninal et libere le glyoxylate. 
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De ce fait, cette invention permei un gain de temps et d'argent non n^gligeable dans un 
secieur oh les ddpenses de Recherche ei Ddveloppemenl reprdsentent une proportion trfes 
importante du chiffre d'affaires. 

La pi^sente invention permettra dgalement i'^tude pharmacologique de substances actives 
3 ayant un r61e physiologique fondamental dans Torganisme des mammif^res : les 
hormones ei plus paniculi^rement les neurohormones poiypeptidiques amid^es. 
Disposant en premier lieu des ADNc correspondani aux substances actives, il sera alors 
possible d'introduire par g6nie g6n6tique le vecteur clon6 pour mener la synthase des 
hormones ayant une application thdrapeutique par des micro-organismes. 

,0 L'invcntion a d'abord pour objct un oligonucleotide OX simple brin pouvant s'hybridcr 
dans des conditions douccs avcc un oligonucldoiidc OY dc sequence Y 1 -Y2-Y3- Y4-Y5. 
dans laquclle Yl rcprdsenie une sequence nucl(5oiidiquc de 1 i\ 12 nucliSotides ou Yl est 
supprimd, Y2 rcprdscnte un irinucl(5otidc codant pour Gly. Y3 et Y4 rcprtSscnlcnt 
ind<$pcndammcnt un trinucleotide codant pour Arg ou Lys, et Y5 rcprdscnte une sequence 

,5 nucldoddique dc 1 i 21 nucleotides ou Y5 est supprimd. 

On entend par nucleotide une unite monomtire dc P ARN ou de 1* ADN ayant la slmclun; 
chimique d'un esler phosphorique dc nucleoside. Un nucleoside resulte de la liaison 
d*une base puriquc (purine, adenine, guanine ou analogues) ou d*unc base pyrimidique 
(pyrimidinc, cylosine, uracile ou analogues) avcc Ic ribose ou le desoxyribosc. Un 
20 oligonuclcoiide est un polymere de nucleotides designani une sequence amorce, une 
sonde ou un fragmenl d'ARN ou d'ADN. 

Les oligonucleotides cites peuvent elre obtenus par synthiise. il cxislc une methode 
automatisee dc reference qui est decriie dans les publications suivantes : "DNA syndiesis" 
de S.A. Narang, Tetrahedron, 39, 3 (1983) et "Synthesis and use of synthetic 
23 oligonucleotides" de K. Itakura, J.J. Rossi et R.B. Wallace, Annu. Rev. Biochem., 53, 
323 (1984). 

De preference, OX peut s'hybrider dans des conditions slringentes avec OY. 

De fagon plus prefercntielle, OX peut s'hybrider avec un oligonucieodde OY de sequence 
Y2-Y3-Y4-Y5. 

30 De fa^on encore plus preferentiellement, OX peut s'hybrider avec un oligonucleotide OY 
de sequence Y1-Y2-Y3-Y4 ou Y2-Y3-Y4. 

Pariiculi^rement, OX peut s'hybrider avec un oligonucleotide OY lei que Y5 represente 
une sequence nucieoiidique Y6-Y7-Y8-Y9 dans laquelle Y6 represente un trinucleotide 



qticlconqnc. YS rcprt^scnte un inniiclc'otidc codnnt pour Ghi on Asp c{ YO rcpaVntc unc 
sequence nucldotidique comprcnant I i 12 nucldotides. 

L*invention a plus pariiculi^rement pour objet un oligonucldotide OY lel que Yl ei Y9 
sont supprimds. 

L'inveniion a tout pariiculi^rement pour objet un oligonucleotide OY, caract^ris^ en ce 
que Yl est supprim^, Y2 repr^senie un trinucMotide codant pour Gly, Y3 repr^sente un 
trinucleotide codant pour Lys, Y4 un trinucleotide codant pour Arg et Y5 une sequence de 
trois trinucleotides codant pour Ser- Ala-Glu. 

La prdscnie invention concerne aussi un oligonucleotide simple brin OZ, caracterise cn cc 
qu'il coETiprcnd dc 15 h 39 nucleotides ct est capable de s'liybrider avcc une sequence 
consensus signal caractedsiique des hormones polypeptidiques amidees, ladiie sequence 
ayant pour formule Z1-Z2-Z3-Z4-Z5-26-Z7 dans laquelle Zl represente une sequence 
nucieotidique de 1 i 12 nucleotides ou Zl est suppnme, Z2 ci Z3 representent deux 
trinucleotides codant pour Leu, Z4 et Z5 representent deux trinucleotides codant pour 
deux acides aminds quelconques, Z6 represente un trinucleotide codant pour Leu, et 27 
rcprdscnie une sequence nucieotidique de 1 i 12 nucleotides ou Z7 est supprime. 

Dans cette invention, on eniendra par hormone, Ics hormones polypeptidiques amidees 
du systeme endocrinien, et plus particulierement les neurohormones. 

La sequence consensus signal est une sequence poriee par les precurseurs des proieincs 
qui sont secretees par les cellules apris leur maturation. 

La presente invention concerne enlln un ensemble d'oligonucieotides OX ou OZ tel qu'il 
constilue une librairie combinatoire. 

Dans invention decrite, on entend par librairie combinatoire un ensemble 
d'oligonucieotides synihetises cn prenant pour modtile une sequence nucieotidique codant 
pour une sequence d'acides amines dont certains peuvent etre variables. Du fait de la 
degenerescence du code geneiique, on obiiendra un ensemble d'oligonucieotides 
diff^rents. 

Un autre objet de Tinvention est une methode d'identification du precurseur d'un peptide 
ayant une extremite C-terminale amidee, caracterisee par les etapes successives suivantes : 



1 - obtention d'une banque d'ADN; 



souvent des complexes du lanthanide), un groupe conienant de la bioiine ou ester 
d*acridine, un compost fluorescent (fluorescine, rhodamine. Texas red) ou autre. 

On prdf^rera tout particuli^rement une mdthode d*ideniification de prdcurseur d^hormone 
polypeptidique amidde telle que I'dtape d'hybridation utilise une librairie combinatoire 
d'oligonucldotides OX. 

L*invention a encore pour objet une m^thode d'identificalion du prdcurseur d*un peptide 
ayant une extrdmitd C-terminale amid^e, qui comprend les Stapes suivantes : 

1 - obtention d'une banque d*ADN; 

2 - ulilisation dc la technique PCR pour amplifier le fragment d'inuSret ^ 
Taidc d'un ensemble d'oligonueleoiides OX et un autre ensemble d'oligonucltiotides OZ; 

3 - identification de la sequence d'ADN de ladite banque qui s'hybridc 
avcc roligonucltiotide OX et qui atdi amplifite par la rdction de PGR; 

4 - identiflcation dans cetie st5quence d'un ou plusieurs peptides avec 
une possible extrdmiitf C-iemiinnle amidi^c. 

On entend par fragment d'inti^ret la sequence d'ADNc codant pour le prdcurseur d'une ou 
plusieurs hormones polypeptidiques amiddes. 

La reaction d'ampiificaiion de I'ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) ndccssite 
une preparation d'ADN ddnaiurtS par chauffagc i 95°C. Ensuite, cette preparation est 
apparide i un cxctis de deux oligonucleotides compiemcntaircs aux brins opposes de 
I'ADN, de part et d'autre de la sequence i amplifier. Chaque oligonucleotide sort ensuite 
d'amorcc h unc DNA polymerase (extraite de bacteries ihermophiles du type Thermus 
aquatilus : Taq polymerase) pour la copie de chacun des brins de I'ADN. Ce cycle peut 
eu-c rdpete, de maniirc automatisee. par denaturations-renaturations successives, 

II existe de nombreuses references detaillant les protocoles du PCR : Brevets US n^ 
4.683.192, 4.683.202, 4.800.159 et 4.965.188. |PCR technology : principles and 
appUcations for DNA amplification", H. Erlich, ed. Stockton Press, New York (1989) et 
"PCR protocols : a guide to mediods and applications", Innis et al., eds. Academic Press, 
San Diego, California (1990). 

De preference, ladite banque d'ADN est une banque d'ADNc. 

Plus preferentiellemenu ledit oligonucleotide OX est detectable i I'aide d'un agent de 
marquage tel que le ^^P ou la digoxygenine. 
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3 - identification de la sequence d'ADN de ladite banque qui s'hybride 
avec un oligonucli^oiide OX; 

4 - identification dans cetie sequence d'un ou plusieurs peptides avec 
une possible exti^mit^ C-terminale amidde. 

La sequence consensus universelle est une sequence port^e par le vecteur dans lequel est 
clon^ I'ADN de la banque. Cette sequence peut servir d'amorce pour le sdquengage. Les 
sequences nucldotidiques de ces primers sont disponibles dans : Sainbrook, J., Friisch, 
EF.. Maniatis, T.. "Molecular cloning, a laboratory manual", 2nd edition, 1989, Colel 
Spring Harbor Laboratory' Press. 

La rtSaclion du PGR niiccssilc que deux oligonucMotidcs sc fixent sur I'ADNc clonti dans 
un vecicur pour que son amplification ait lieu. Dans le cas ou Ton nc connait qu'une sculc 
sequence propre au fragment d'ADN h amplifier, une solution pour coniourner ce 
probl^me est d'utiliscr un oligonucltSotide qui pourra s'hybrider avec une sequence 
nucldotidiquc propre au vecicur dans lequel a 6i6 c\on6 TADNc, telle qu'unc stiquence 
consensus universelle. 

De prtSft^rcncc. ladite banque d'ADN est unc banque d'ADNc. 

On prdfdrcra un oligonucleotide OY dillccuble h I'aide d'un agent de marquage tel que le 
32p ou la digoxygdnine. 

On prt5f6rcra plus pariiculitiremeni une tiiape d'amplification utilisant une librairie 
combinatoire d'oli go nucltSo tides OX. 



■u- kii, 

4 

] 7 Amplificntinn d'une Dortinn du nr6c nrsftur dc la CCK & P a Hir dc la banq»g dg 
pla5tmides ainsi nr^par^e. 

1.2.1. EtabUssemeni des sequences des deux oligonucldotides n6cessaires la rdacUon de 
PGR. 

L'un de ces deux nucleotides contiendra la sequence compldmentaire h celle codant pour 
le site d'amidation de la CCK, ce site est connu et a pour sequence Gly-Arg-Arg-Ser-Ala- 
Glu, Get oligonucl6oiide» que I'on nommera oligo CCK amid, a pour sequence 
nucl6otidique : 

5^ CTCAGCACTGCGCCGGCC 3' 

Lc second oligonucliioiidc. noi6 nlis^o CCK 5\ correspond ii la si^quence consensus 
signal : 

5* GTGTGTGTGTGCGTGGTG 3' 

La taille du produit d'amplificaiion aticndu est dc 315 paires de bases, c'est la distance 
cxisiant cntrc Ics st^quenccs correspundanl i ccs deux oiigonuclcotides sur la stiquence 
prtScurscur dc la CCK. 

1.2.2, Reaction dc PGR. 

On prdparc unc dilution Di contcnant 1 nl d'cnzyme Taq polymtirasc Goldstar 5 
(cf. Rcynier, P,. Pellissicr. J.F., Harle. J.R., Malthit^ry, Y., Biochemical and 
Biophysical Research Communications, 205(1). 375-380 (1994)), I ^1 d'un tampon 10 
fois concentre en Taq polym(5rase standard el 8 |il d'eau. 

Puis on melange I \x\ oligo CCK 5' h 250 ng/iiK 1 ^l oligo CCK amid i 250 ng/^1. 
1 ^il dNTP :i 10 mM chacun, 1 |il d' ADN banque ADNc i 250 ng/^il, 5 \x\ de tampon 
10 fois concentre de Ten/yme Taq polymerase, 2 nl MgCl: i 25 mM, I ^1 de la dilution 
Di el 37 [i\ d'eau. 

Les conditions d^amplification sonl les suivantes : on effectue d'abord un traitemcnt 
thermique de 5 minutes h 95°C, puis on renouvelle 30 cycles. Les denaturations se font 
pendant 45 secondes ii 95^C, T hybridation pendant 30 secondes a 60X ei reiongaiion 
pendant 1 minute h 72°C. Enfm, un cycle suppiemenuire est mene avec une elongation de 
10 minutes i 72°C, 



1 V RAsultat. 



Le sequence brute suivante est obtenue : 

GTG TOT CTG TGC GTG GTG ATG GCA GTC CTG GCA GCA GGC GCC CTG 
GCG CAG CCG GTA GTC CCT GTA GAA GCT GTG GAG CCT ATG GAG CAG 
CGG GCG GAG GAG GCG CCC CGA AGG CAG CTG AGO GCT GTG CTC CGA 
CCG GAC AGC GAG CCC CGA GCG CGC CTG GGC GCA CTG CTA GCC CGA 
TAC ATC CAG CAG GTC CGC AAA GCT CCC TCT GGC CGC ATG TCC GTT 
CTT AAG AAC CTG CAG GGC CTG GAC CCT AGC CAC AGG ATA AGT GAC 
CGG GAC TAC ATG GGC TGG ATG GAT TTC GGC CGG CGC AGT GCT GAG 

La u-aduction cn acidcs aminiis dc la siiqucncc obionuc abouiil i : 

VCLCW >4AVLAAGALA QPWPVEAVD PMEQRAEEAP 

RRQLRAVLRP DSEPRARLGA LLARYIQQVR KAPSGRMSVL 

KNLQGLDPSH RISDRDYMGW MDFGRRSAE 

pcrmcl bicn dc rctrouvcr la sequence nucliScMdiquc du prdcurseur de la CCK (dont h 
siquence a duS fournie par la banquc de donndes Swiss Proi n° p01355). 

L'abrdviadon dcs acides aminiSs csi la suivante : 



Alanine 


A 


Leucine 


L 


Argine 


R 


Lysine 


K 


Acide aspanique 


D 


Methionine 


M 


Asparaginc 


N 


Phenylalanine 


F 


Cystt^ine 


C 


Proline 


P 








% 


Acide glulamique 


E 


Serine 


S 


Glutamine 


Q 


Threonine 


T 


Glycine 


G 


Tryptophane 


W 


Hisiidine 


H 


Tyrosine 


Y 



RpvPfidirations 



1. Oligonucleotide OX simple brin. caractdrisd en ce qu'il comprend dc 9 i 42 
nucleotides et est capable de s'hybrider dans des conditions douces avec un 
oligonucldotide OY de s6quence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Yl reprdsente une 
sequence nucldotidique de I i 12 nucleotides ou Yl est supprim6, Y2 reprdsente un 
trinucleotide codant pour Gly, Y3 et Y4 represenient independamment un trinucleotide 
codant pour Arg ou Lys/ct Y5 rcpr6sente une sdqucncc nucieotidique de 1 i 21 
nucleotides ou Y5 est suppritni^. 

2. Oligonucleotide OX scion la revendicalion 1, caractdrise cn cc qu'il comprend de 9 il 
42 nucleotides cl est capable de s'hybndcr dans dcs conditions siringcntos avoc un 
oligonucleotide OY de sequence Y 1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Yl represcnte une 
sequence nucieotidique de 1 i 12 nucieoiides ou Yl est supprime, Y2 represenie un 
trinucleotide codant pour Gly. Y3 et Y4 represenient independamment un trinucleotide 
codant pour Arg ou Lys. et Y5 represcnte une sequence nucieotidique de 1 ii 21 
nucleotides ou Y5 est supprime. 

3. Oligonucleotide OX selon la revendicalion 1 ou 2. caracterise en ce que Yl est 
supprime dans Toligonucieotide OY. 

4. Oligonucleotide OX selon la rcvendication I, 2 ou 3, caracierise en ce que Y5 est 
supprime dans roligonucieotide OY. 

5. Oligonucleotide OX selon la revendicalion 1, 2 ou 3, caracterise cn cc que, dans OY, 
Y5 repixisente une sequence nucieotidique Y6-Y7-Y8-Y9, dans laquelle Y6 niprescnte un 
trinucieoude codant pour Scr, Thr, ou Tyr, Y7 represcnte un trinucleotide codant pour un 
acide amine quelconque, Y8 represcnte un trinucleotide codant pour Glu ou Asp et Y9 
represcnte une sequence nucieotidiqije comprenant de 1 il 12 nucleotides. 

6. Oligonucleotide OX selon la revendicalion 5, caracterise en ce que Yl et Y9 sont 
supprimds dans Toligonucieotide OY. 

7. Oligonucleotide OX selon la revendicalion 6, caracterise en ce qu'il peut s'hybrider 
avec ledit oligohucieodde OY dans lequel Y2 represcnte un trinucleotide codant pour Gly. 
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16, M^thode d'identification du pr6curseur d'un peptide ayant une exir6mit6 C-terminale 
amid6e, caract£ris6e par les dtapes successives suivantes : 

- obteniion d'une banque d'ADN; 

- hybridation d'un ou plusieurs oligonucleotides selon I'une 
quelconque des revendications 1 h. 1 avec ladiie banque d'ADN; 

- identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banque qui 
s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 7; 

- identification dans cette ou ces sequences d'un ou plusieurs peptides 
avec une possible exlrdmitd C-ierminal amidiSc. 

17. Meihodc selon la revendication 16, caracidrisde en cc que I'tSiape d'hybridation 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 15. 

18. Mdthode d'identification du prdcurseur d*un peptide ayant une exirdmite C-tcrminale 

amiddc, canici(5ris(5c par les i5 tapes successives suivantes : 

- oblention d'unc banque d'ADN; 

- uu'iisuuon de la technique PGR pour amplifier le fragment d'intdret i 
I'aide d'un ensemble d'oligonucMotides scion Tune quelconque des revendications 1 ^ 1 
el d'un autre ensemble d'oligonuclt^otides selon la revendication 14; 

- identification de la ou les S(5quenccs d'ADN de ladite banque qui 
s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 

- identification dans cette ou ces sequences d'un ou plusieurs peptides 
avec une possible exU't^mittS C-terminal amidtSe. 

19. Mtfthode selon la revendication 18, caracierisee en ce que I'lStape d'ampiification 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 15, 

20. Methode d'identification du pr;5curseur d'un peptide ayant une extr^miie C-terminale 
amidt^e, caracterist^e par les etapes successives suivantes : 

- obtention d'une banque d'ADN; 

- utilisation de la technique PGR pour amplifier le fragment d'intdret I 
I'aide d'un ensemble d'oligonucleotides selon I'une quelconque des revendications 1 h. 7; 
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1. Oligonucleotide OX simple brin. caract6ris6 en ce qu'il comprend de 9 ^ 42 
nucleotides et est capable de s'hybrider dans des conditions douces avec un 
oligonucleotide OY de sequence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laqucUe Yl represente une 

5 sequence nuc!6otidique de 1 i 12 nucleotides ou Yl est supprime, Y2 represente un 
trinucleotide codant pour Gly, Y3 et Y4 representent independannment un trinucleotide 
codant pour Arg ou Lys, et Y5 represente une sequence nucleotidique de I a 21 
nucleotides ou Y5 est supprime. 

2. Oligonucleotide OX selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend de 9 5 
,0 42 nucleotides et est capable de s'hybridcr dans des conditions stringentes avec un 

oligonucleotide OY de sequence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquellc Yl represente une 
sequence nucleotidique de 1 ii 12 nucleotides ou Yl est supprime. Y2 represente un 
trinucleotide codant pour Gly. Y3 ct Y4 representent indcpcndamment un trinucleotide 
codant pour Arg ou Lys, et Y5 represente une sequence nucleotidique de I 21 
15 nucleotides ou Y5 est supprime, 

3. Oligonucleotide OX selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que Yl est 
supprime dans roligonucleotide OY. 

4. Oligonucleotide OX selon la revendication 1, 2 ou 3, caracterise en ce que Y5 est 
supprime dans roligonucleotide OY. 

20 5. Oligonucleotide OX selon la revendication 1, 2 ou 3, caracterise en ce que, dans OY. 
Y5 represente une sequence nucleotidique Y6-Y7-Y8-Y9, dans laqueile Y6 represente un 
trinucleotide codant pour Ser, Thr. ou Tyr, Y7 represente un trinucleotide codant pour un 
acide amine quelconque, Y8 represente un trinucleotide codant pour Glu ou Asp et Y9 
represente une sequence nucleotidique comprenant de 1 a 12 nucleotides. 

25 6. Oligonucleotide OX selon la revendication 5, caracterise en ce que Yl et Y9 sent 
supprimes dans roligonucleotide OY. 

7. Oligonucleotide OX selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il peut s'hybrider 
avec ledit oligonucleotide OY dans lequel Y2 represente un trinucleotide codant pour Gly, 




^ . -'^ .... & . - 

- identification dans ceite ou ccs sequences d'un ou plusicurs peptides 
avec une possible extr6mit6 C-tcrminale amid^e. 

16. M^hode selon la revendication 15. caract6ris6c en ce que I'^tape d'hybridation 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 14. 

s 17. M6thode d' identification du pr^curseur d'un peptide ayant une extrdmitd C-ienninale 
amidee, caract6ris6e par les Stapes successives suivantes : 

- obtention d'une banque d'ADN; 

- utilisation de la technique PGR pour amplifier le fragment d'intdret h 
raide d'un ensemble d'oligonucleotides selon I'une quelconque des revendications 1 5 7 

0 et d'un autre ensemble d'oligonucleotides simple brin 02, caracterises en ce qu'ils 
comprennent de 15 ^ 39 nucleotides et sont capabies de s'hybrider en conditions douces 
ou stringentes avec une sequence consensus signal caract6rislique des hormones 
polypeptidiques amid6es, ladite sequence ayant pour formuie 21-22-Z3-Z4-Z5-Z6-Z7 
dans laquelle 21 reprdsente une sequence nucl6otidique de U 12 nucldoiides ou 21 est 

t5 supprimt:, 22 ct 23 rcprcscnlcnt deux irinucleotidcs codant pour Leu, Z4 ct Z5 
repr6sentent deux trinucleotides codant pour deux acides amin6s quelconqucs, 26 
reprdsente un trinucleotide codant pour Leu, et 27 reprdsente une sequence nucl^otidique 
de 1 i 12 nucleotides ou 27 est supprim^; 

- identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banque qui 
,0 s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 h. 7; 

- identification dans cette ou ces sequences d'un ou plusieurs peptides 
avec une possible extremite C-terminale amidee. 

18. Methode selon la revendication 17, caracterisee en ce que I'etape d'amplification 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 14 ou une librairie combinatoire 

25 d'oligonucleotides simple brin OZ, lesdits oligonucleotides OZ etant caracterises en ce 
qu'ils comprennent de 15 a 39 nucleotides et sont capabies de s'hybrider en conditions 
douces ou stringentes avec une sequence consensus signal caracteristique dds hormones 
polypeptidiques amidees, ladite sequence ayant pour formuie Z1-Z2-23 -24-25 -Z6-Z7 
dans laquelle 21 represente une sequence nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou 21 est 

30 supprime, 22 et 23 representent deux trinucleotides codant pour Leu, 24 et 25 
representent deux trinucleotides codant pour deux acides amines quelconques, 26 
represente un trinucleotide codant pour Leu, et 27 represente une sequence nucleotidique 
de I a 12 nucleotides ou 27 est supprime. 
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24. M^thodc scion Tunc qudconquc des revcndicadons 15 k 23, caraci6risdc cn cc que 
roligonucldotidc simple brin est detectable & Taide d'un agent de marquage, tel que Ic »P 
ou la digoxyg6nine. 



651 GGACTATAAA GATACCAGGC GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC 
701 TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC TTACCGGATA CCTGTCCGCC TTTCTCCCTT 
751 CGGGAAGCGT GGCGCTTTCT CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG 
801 GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA 
851 GCCCGACCGC TGCGCCTTAT CCGGTAACTA TCGTCTTGAG TCCAACCCGG 
901 TAAGACACGA CTTATCGCCA CTGGCAGCAG CCACTGGTAA CAGGATTAGC 
951 AGAGCGAGGT ATGTAGGCGG TGCTACAGAG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA 
1001 CTACGGCTAC ACTAGAAGGA CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC 
1051 CAGTTACCTT CGGAAAAAQA GTTGGTAGCT CTTGATCCGO CAAACAAACC 
1101 ACCGCTGGTA GCGGTGGTTT TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA TTACGCGCAG 
1151 AAAAAAAGGA TCTCAAGAAG ATCCTTTGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG 
1201 CTCAGTGGAA CGAAAACTCA CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT GAGATTATCA 
1251 AAAAGGATCT TCACCTAGAT CCTTTTAAAT TAAAAATGAA GTTTTAAATC 
13 01 AATCTAAAGT ATATATGAGT AAACTTGGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA 
1351 TCAGTGAGGC ACCTATCTCA . GCGATCTGTC TATTTCGTTC ATCCATAGTT 
1401 GCCTGACTCC CCGTCGTGTA GATAACTACG ATACGGGAGG GCTTACCATC 
1451 TGGCCCCAGT GCTGCAATGA TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG 
1501 ATTTATCAGC AATAAACCAG CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGGT 
1551 CCTGCAACTT TATCCGCCTC CATCCAGTCT ATTAATTGTT GCCGGGAAGC 
1601 TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG TTAATAGTTT GCGCAACGTT GTTGGCATTG 
1651 CTACAGGCAT CGTGGTGTCA CGCTCGTCGT TTGGTATGGC TTCATTCAGC 
17 01 TCCGGTTCCC AACGATCAAG GCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTGTGCAA 
1751 AAARGCGGTT AGCTCCTTCG GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG 



